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序 論
癌の 原 因と して は ､ 化学 物質 ､ ウ イ ル ス ､ 放射線 , 日光等 の 存 在が広
く知 られ て h る が ､ 疫学調査 の 結果 , 人間の 癌 の･8 0啓以上が 化学物質
uc起 因して ぃ る と推定され て h る o
ア ミ ノ ア ブ色素 は 肝癌を誘発す る事 で 有名夜 化合物 で あb , こ の 色素
の 発癌性 の 研究は 1 9 0 6年 の Fis che r 1)の 研究壇 で さか の ぼ ら浸 ければ
覆 ら夜 h . 彼は ウ サ ギの 耳VCス カ ー レ ッ ト レ ッ ドを投与す る事 に よb ､
上皮細胞 の 異型性増殖 を誘発 させ た ｡ しか し､ これは 真 の 癌細胞 で は 夜
く ､ ス カ ー レ ッ ト レ ッ ドを除くと消失 して しま っ た o 続 ぃ て 1 9 2 4年
schmidt2) は ス カ ー レ ッ ト レ ッ ドを経 口投与 し､ 肝臓 の 細胞 の 過 形成
●
を報告 して h るが ､ これ も癌細胞で は 夜 か っ た o さ らに 1 9 3 5年佐 々 木
と 青 田 3)は ス カ ー レ ッ ト レ ッ ドの 分 子 の 一 部で ある 2
′
, 3 - dim ethy 卜
4 - a min o a z obe n z e n e(o - a min o a z otolu e n e, OA T) の経 口投 与に
ょb 肝癌の 誘発VC初 め て 成功 した o 1 9 36年木下 ⑳は4 - dim ethyl amino -
a z｡t, e n z e n e(D A B)が O A Tよbも強 ぃ 発癌剤で あ る事 を示 した o
D A B の ラッ ト に お ける in viv o の 代謝を尿中排雅 で 調 べ た と こ ろ ､
そ の 大部分 は ア ゾ基 の 還元的 開裂 に よD得 られ る p - フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ
ン 及び p - ア ミ ノ フ ユ ノ - ル の 抱合体 で あ る 5). こ の 代謝体は酸 によb
加水 分解 を受け6)､ こ れ は後 にN - ア セ チ ル 誘導 体と判 明 した 7) 8)0 p -
フ ェ エ レ ン ジア ミ ン 及び p - ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル が 尿中に排他さ れ る事 は ､
D A Bが N位脱 メ チ }L,化 ､ ア ゾ還元 ､ ベ ン ゼ ン 瑳 の 水酸 化が 起 っ て ぃ る
事 を示 して ぃ る o さ らに少量 の p - ア ニ ニ レ ン ジア ミ ン の N
- メ チ }t,請
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導体及び ア ニ リ ン も検出 され る o これ ら3 種類 の 反応 の 内 ､ N 位脱 メ チ
ル 化反応 が 一 般には 先行 し て起 る 9)o さ らに微量 の 4
′
- hydr o xy
- 4 -
m ethyla mi n o a z obe n z e n e(4
′
- O H - NA B) ､ 及び 4
'
-hydr o xy - 4 -
a min o a z obe rl Z e ne(4
′
- O H - A B)が 尿中 よ b 検 出さ れ た 10) . 一 方,
壬血 e11e r と M il le r ll) は肝 の ホ モ ジ ネ - ト を用 h ､ 4'- hydro xy ⊥ 4 -
difn ethyla mino a z obe n z e n e(4
′
- OH - D A B) を検出 した o これ ら代
謝体 の う ちh ず れが 発癌に重要 で あ る か が 調 べ られた o D A B の発癌性
は リ ボ フ ラ ビ ン 12)13) や銅 イ オ ン 1ヰ)15) の 経 口 投与 に よb抑制され ､ こ
れ は肝 の ア ブ還元酵素活性 の 上昇 に よ ると考え られ た 16) 17). こ れ は さ
らに還元 生成 物 で あ る p - ア ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン ヤ p - ア ミ ノ フ ェ ノ ー ル
に よ る発癌実験によb 確か め られ た 18). D A B の活性型 代謝産物 の同定
は M i 11e r と M ille r 19)20) の 実験 によ ると こ ろが大き h o 彼等は D AB
を投与 した ラ ッ トか ら取 b 出 した 肝 の 蛋白質 を酸性溶液 に懸濁す る と ど
ン ク 色に 夜 b ､ ア ル カ 1)溶液 では 淡黄色 に覆 る事か ら､ こ の 蛋 白質には
ア ブ色素が結合 して h る 事 を示 し ､ 発癌性に お ける重要 性を示 した . こ
の 色素と蛋白質 との 結合体をア ル カ リ分 解 ､ も しくは ､ 蛋白分解酵素 で
処理 した と ころ , メ チ オ ニ ン せ た は チ ロ シ ソ とア ブ色素 の ア ミ ノ 基 の オ
･L, ト位 2 1)､ ま た は ア ミ ノ 基 の メ チ 'L,基 22) を介して 結合 して h る 事 が わ
か っ た ｡
ア ミ ノ ア ゾ色素は 蛋白質とゐ結 合が 証 明さ れた最初 の発癌剤で ある o
蛋白零 - の 結合に よ っ て 癌化 が起 る機構に つ h て は Pitotヰおidelbe rger23)
の サ ー キ ッ ト理論 が あ る o こ れ に よ ると ､ J a c ob - Mo nod24)の ス キ ー ム
を基礎 に して 発癌剤の 1) プ レ ッ サ ー へ の 結合 によ っ て 蛋白質 の 誘導 ある
丁 2 -
h は 停止 が 不可 逆的 に起 る 事 が 合 理的 に説 明 で きた . しか し､ 仮説と し
て これが 考 え られ ると して も , 実際 には発癌剤と蛋 白質と の結合 と発癌
との 関係 は 明確 で は 夜t^ . 一 方 , n e opla stic tr a n sfo r m atio n は
s o m atic c ell m utatio nによるとh う仮説をBau er 25) は提唱 した o こ
れ は核酸 の 一 次構造 の 変化をとも 覆 う の で ､ 一 般に n e opla stic
tr a n sfo r m atio nが不 可逆的 で ある事 実 を説明 しや す h と h う優位 夜点
を持 つ . さ らに近年 に夜 D ､ 微生 物 に よ る m utatio n は 発 癌性と定性的
に c . , r elate す る 事か ら 26) 21)28)､ 核酸 と の 結合が重 要 で ある と考え
られ る様 に 怒 っ て きた ｡ しか し凌が ら､ I) A B の結合の 大部分 は 蛋白質
で あ9､ 核酸 と の結 合は 19 6 3年の Ma r r oquin と Fa rber 29) に待 た 貴
ければ 覆 ら浸 か っ た . 彼 等は 140 で標識 され た D A Bを経 口投与 し､ 肝
の R N Aに放射 活性が ある事 を示 した .
2 - A c etyla min oflu o r e ne 等の ア ミ ン 類 の 活性化体が N位水酸 化体
で ある事 30)
～ S S)
､ 4 - m ethylamin o a z oberl Z e n e(MA B) には 発癌性 が
あ る の に ､ 4 - a min o a z oben zene (A B
,
) には発癌性 が 夜 山 草 か ら 18)､
M AB の N 位水酸 化体が 結合 に関与す る と考え られ た が ､ 合成は 容易で
は 夜 か っ た ｡ そ こ で Poirie r 等 36) は N - be n z oylo xy - MA Bが in
vivo で 発 癌性 の あ る代 謝物 に変化す る と仮定 して ､ こ の 化合物 を合成
し ､ そ の 発癌性 を検討 した と こ ろ ､ N - be n z oylo xy - M A Bは 発癌性を有
し､ in vitr o で 蛋 白質 及び核酸 に結合す る事 が わか っ た . こ れ に よb ､
in viv o で はM A B の N位水酸 化で 生成 した N - hydr o xy - 加A B(N -
oH - M A B) の 硫酸 等の 抱合体が ア ミ ノ ア ブ色素の 究極 的夜 活性 体 で あ
ると考え られ た ｡ つ づ h て M A B の N位永酸化体の 合成 が橋本等 37)､
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Kadluba r等
38) 2 つ の gr o up に よb 可能 と夜 カ ､ in vitro で N 1 0H
- M A Bが 畠ul fotr a 11 Sfe ra s e に よ b活性化 を受け る事 を証 明 し 39)､
ア ミ ノ ア ゾ色素の 活性 化 経路 を明 らか に した . さ らに近年 に夜 b ､ N -
be n z oyloxy - M A B の in vitr o 及びM A B の in viv o の 核 酸 と の 結
合 の 詳紳 が研 究 さ れ ､ gu a nin e の 8位 及び N 2 とア ミ ノ ア ゾ色素の 了 ミ
ノ 基及び 3 位 で の 結合 叫)41)､ 及び aden o sin e の N6とア ミ ノ ア ブ色素の
3 位 で の 結合 42) が 証 明さ れ た .
以 上述 べ た ように ､ 発癌実験か ら始 っ た ア ミ ノ ア ブ色素 の 活性化 ､ 坐
体 高分 子 と の 反応機構は しだ h に解 明 され つ つ あ るが ､ ア ミ ノ ア ゾ色秦
の 発癌に 関 して ､ どの よう 夜因子 が そ の 強弱を決定 して h る の かに つ h
て は不 明 の ま ま 残さ れ て お b ､ こ れ を明 らか にす る 事 は化学発癌剤 の 宿
性 化機構 を知 る上 で重 要と考え られ る . これ を調 べ る には ､ 発癌性が 定
量的 に比戟 さ れ て h る 一 群 の 発癌剤 が存在す る必要が あ るが ､ この 点 に
閲 し ､ ア ミ ノ ア ゾ色素は 発癌性 の 韓 さが 定量的にわか っ て ぃ る 多く の
prim e rin g の 誘導体 が存 在す る た め 18)､活性化速度 と発癌性 の 強 さと
の 比較 が 容易 で ある ｡
そ こ で 本論 文に お h て は ､ 代謝速 匿 と発癌性との 相 関性 を示 す代謝経
路 を明らか に し ､ そ こ で の 代謝活性化 に 関与す る 酵素 の 同定と定量 を行
覆 っ た o さ らに 発癌性と変異原性と の 関係 を代謝経路 と関連 して 考え て
み る こ とにす る o
-
, 4 -
第 1 章 ア ミ ノ ア ゾ 色素 の 代 謝 活性 化速度 と
発癌性 の 強 さ と の 相 関
第 1 章 ア ミ ノ ア ゾ色素 の 代謝速度と 発癌性 の 強さ と の
相関
薬 品が そ の 薬 理効 果を表 わす場合 ､ そ の 薬 効を左右す る 因子 と して ､
吸収 ､ 代謝 ､ 排他 が考え られ る . 特に薬 品の 代 謝が薬 効 の 持続 に重要 夜
役割 を持 つ 事は 明 らか で あ る
43)
.
一 方 ､ 発癌剤に つLn て も ､ そ の 発癌性
の 韓弱を決 定す る 因子 と して ､ 代謝は 重要 で あ ると考え られ る ｡
B e n z o〔a〕p yr e ne(B(a)P)44)4 5), aflatoxin B
4 6)
､ a c ety 卜
a min oflu or e n e4 7) 48) ､ n aphthyla min e
49)SOL D A B等 多くの 発癌剤
が 活性を発 現す る た めには 代謝活性化 を受け夜ければ 覆 ら夜 h . しか し ､
これ ら化 合 物は投 与さ れ た もの の す べ て が 活性化さ れ る わけで は 夜 く ､
代謝経路 の 大部分 は 不活性 化に関与 して h る 事 は 良く知 られ て h る o
D A B の代 謝活性化経路 は ､ D A Bの N位脱 メ チ 'L, 化に よる M A Bの
生成 ､ M A Bか らの N 位水 酸化に よ る N
- OH - M A Bの 生成 ､ N - OH
- M A B の硫 酸抱合 に よb 活性化され る 一 方 , D A B､ M A B のprim e
ring の 水酸化 ､ a z o 還元 ､ M A Bか らの N位脱 メ チ ル 化等 ､ 多く の
不活性化 経路が 存 在す る ｡ これ ら代謝経路 の 内 ､ どの 代 謝経路が 発癌悼
の 強弱を決定 して ぃ る か に つ t^ て は ま だ 良くわか っ て h 夜 か っ た o しか
し夜 が ら､ こ の 活性 化経路 で で き る生 成体 の う ちN
- OH - M A Bは 極
め て 不安 定 夜為 に ､ mic r o so m e を用 ぃ た実験系 で検 出さ れた例 は 夜か
っ た .- 一 方 ､ a c etyla mi1'Oflu o r e n e51)52) ､ n aphthyla min e
53)
､ い
nitr .quill Ol in e N
- o xi de 5 4) の 様 改 発癌剤 の N位水酸 化体 は fr e6
rad ic alと して 検 出が 可能 で あb , さ らに B(a)P の代謝 体 で ある 6
-
- 5 -
hydr o xy
- B(a) P
55) の ように不安 定で 通 常行われ る方法 で は検 出困
難 凌代謝 休も fr ee r adic al と して E S Rで 検 出可能 で あ る ｡ これ らの
事か ら､ M A B の場 合も 同様 に fr e e r adic al として 検 出され る の では
夜 h か と 予 想 され た . そ こ で m ic r o s o m e系 で の fr e e r adic al 生 成
を調 べ ､ こ れたよ っ て N位 水酸化速 度を定量 して ､ 発癌性 との 相由性を
検討 した ｡
- + 6 -
第 1 節 3
′
- M ethy 卜 4 - m ethyla min oaz obe n z e n eの N 位永酸 化
速 度 の 測 定 及 び そ の 基礎的条件 の 検 討
M A B及びそ の 誘 導体 の N 位水 酸化速度は 現在ま で mic r o s o me 系 に
つ t^ て 直接測定 さ れ た例は 夜.h o こ れ は N - OH - M A Bが 極 め て 不安
定 夜 こ と に よ る と考え られ る . K adluba r等 38)は mic r o s o m e系 につ ぃ
て は ､ N - OH - M A B の分 解産物 で あ るN - OH - A B を定量 し､ こ れ
よb二 級 7 ミン の N 位水酸 化速度 を求 めた . しか し夜 が らN - OH - A B
は上 記 の 経路 の ほ か ､ M AB よb酵素的に生成す る別 の 経路が あ る . す
覆 わちM A B の N位脱 メ チ ル 化 によ る A B の生成と ､ ひ き続き起 る N位
の 水酸化 の 経路 が あb ､ そ の 為 ､ 正 確 夜 M A B の N位水 酸化速度 の 定量
は不 可能 で ある ｡ そ こで まず種 々 の 誘導体 にも適用で き る mic r o s o me
系で の N 位水酸 化速 度の 定量法 を確 立 した o
〔方法〕 mic r o s o m eの 調整 Spr agu e - Da wley 系雄性 ラ ッ ト
( 体重1 10 - 1 2 0 グ ､ 5 週令) に3 r m ethylcholanthr e n e(M C)
を 2 0m9/kg､ 腹艦内に 1 回投与 し､ 2 4時間絶食後 ､ 後頭部打撲によ
b 失神 さ せ ､ 賓静脈 よb溶血 した o 溶血後腹 部を切 開 し下行大静痕よb
氷冷 した 1. 1 5帝K Ol溶 液にて 還 流を行t^ よく血液を除Ln て 肝を得 た o
これ を1. 1 5 啓K Cl含 有 5 0mM Tris - HOl buffer(pH 7. 5)で
ho m oge niz e し ､ 9,0 0 0才 で 2 0分 間遠心 分離した . 遠 心分 離後そ の
上清 を1 0 5,0 0 0ダ で 6 0分 間超 遠 心 分 離を 行 h ､ そ の 沈澱 をさ ら把
上 記 buf fer で 良 く洗 っ た後に - 7 5℃ で 保存 し､ micro so m e と して 用
Ln た . 覆 お M C で 誘 導 して 得た mic ro s o m eは以後 M O mic r o s o meと
- 7 -
記す . 蛋 白定量は Lo w ry 等
56) の 方法 に従 っ た ｡
M ic r o s o m eよ bの fr e e r adic al 測定法 基 質濃度 は 1 0
- 4M と
し ､ 5 0 mBの 5 0 血M Tris
- HOl buffe r(pH7.5)で mic r o s o m e,
N A D P H, 3mM MgC12 と 3 7℃ で 1 0 分 間加 温 した後 忙 ､ 5 0 nβの
be n z e rl eで 2 回抽出 し ､ 真空 中 で 乾県 した ｡ これ を 0. 4 仇Bの be n zen e
に溶解 し､ 直径 5 mmの 石 英 試料管 に 入れ ､ 日本電 子製J E S- 3 B X
E s 乱 spe ctr o m ete r で 測 定 した . 定量 は r adic al のpe ak と tr o ugh
の 差 をMn 2 ＋ と の 比 と して 求 めた o これ は シ グ ナ ル の 積 分 値か ら得た ス
ピ ン 密度 忙比例 した .
N - O H - M A B及 び N - O H - A Bの 合成 N - O H - M A Bは N -
berl Z Oyloxy
- M A Bを P oirie r 等 36) の 方法 で 合成 した 後VC ､ 出川と
橋本 5 7) の 方法 忙 よD ､ K OH で加水分 解 して得 た ｡ N -O H - A B は
sa t o 等 5 8) の 方法 忙 よb nitr oa z obe n z e n eを合成 し ､ a s c o rbic
a cid で還元 して 得た ｡
〔結 果〕 3′ - Me - DAB及び 3′ - Me - M A BをM C mic r o s o me と加 温
して 得 られ た fr e e r ad ic al 壮 be n z e n e申 で 6 本 の by pe rfin e
str u ctu r eを示 した( Fig l - 1 )｡ これ は 3
′
- M e - D A Bを用L^ た 場
合 よbも 3
′
- M e - MA Bを基質 と した場合 の 方が ､ そ の 強度 は強か っ た .
こ の 6本 の hy pe rfin e st r u ctu re は N と H の Ze e m a n効 果 を基礎に 次
の よ うに 解析 した . す 覆 わち ､ ぜ ず N で分裂 した 3本線 が ア ミ ノ 基 に 結
合 して h る メ チ }L,基 の 3個 の H に よb分裂 して 1 : 4 : 7 : 7 : 4 : 1
- ■8 -
Enzymic auyfo r m ed E SR sign al
L盲-e r micros o m e S
＋
3
.
- Me - D AB
c
AN 柵 ◎ - Nく…HH…
Live r mi⊂r o s om eS
＋
3
'
- Me - M ÅB
乳N = ”- ◎ NくHCH3
Figure 1
-1･ En zym aticfo r m atio n offr e e r adic al fr o m
3
'
- Me - D A Band 3
'
- Me - N A B.
の 6 本線 に 分 裂 した もの と 考え られ た(Fig 卜 2) . 一 方 ､ 3
′
- M e -
M A BよD生成す る と考え られ る N - O H - A Bは Ze e m a n効果 に よb ､
N で分裂 した 3本線が ア ミ ノ 基 の H に よD分裂 して 1 : 2 : 2 : 1 の4
- 9 -
本線に 分裂 す る と考え られ た . こ の 解析 の 妥 当性は inte r m ediate
n egle ct di f fe rin t ial o v e rlap ping(I N DO)m ole c ula r o rbital
法 を用 h て spill C O uPl ing を計算 して sim ulatio n を行 っ て (Fig 1
- 3) 確か め た . 一 方 ､ N - O H - A B及び N OH - M A Bを合成 し､
これ を be ll Z e n eに溶か して得 られ る fr e e r adical の シ グ ナ ル と全く 一
致す る こ とに よb確 認 した (Fig 卜 4) . 以上 の 結果 ､ 3′ - M e - D A B
及び 3′ - M e - M A Bよ b 得られ た free radic al は N - OH - 3′ - Me -
M A Bと 同軍で きた o さ ら忙 N - O H - M A B のpe ak 強 度は N - O H-
A B の約 4 倍 で あ っ た . ぜた ､ nitr o s o az obe n z e n eは強t^ 3 本線を示
すが ､ 代謝 で は得 られ 夜 か っ た ｡
こ の fr e e r adic al は Fig l
- 5 に 示す ように mic r oso m e に さ
らに 1 0 5,0 0 05 の 上清 画 分 ､ 5 血M A T P､ 2 mM Na 2 SO 4 を 添
加 して 上清 の s ul fo tr a n sfe ra s eを活 性化 した場合 ､ そ の pe ak 強度 は
減少 し､ 上清 画分 を除くと回 復す る . ま た上 清画分 に 5 m M A T P､
2 mM Na 2 SO4 を加 え mic r o s o m eと別 に反 応 させ ､ 後 で 加えて も ､ ほ
と ん ど影響が 夜 h .
こ の fr e e r adic al は mic r o s o m eよb N A I)P H を除くと 生成 せず ､
6 0
.
C で 1 0 分 間 mic ro s om e を加熱 した 場合 生成 し夜L^ . ま た光 の
ir r adiatio n に よ っ て も生成 し夜 h (F ig l - 6).
以上 の 様 に mic r o s o m eで の M A B の N 位水酸化体 が測定 可能 と 覆 っ
た の で ､ こ の 詳細 夜 反応条件 を検討 した . 蛋 白量 は F ig ト 7 に 見 ら
れ る ように ､ 3′ - M早 - I) A Bを基 質忙 した場合 忙 は ､ M C mic ro s o m e
で は 0･ 2 mg/ nB程度ま で 1irl e a rity が 存在す る o 一 方 , 3′ - M e - MAB
⊥ - 10 -
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fo r m atio n.
を基 質と した 場合 には 0･ 1 m5/ nB以上 で は 1in e a rity が 消失 した o そ
こ で 蛋白量は I)A B誘導体 の場 合に は 0. 2 軌 / 皿B忙 ､ M A B誘 導体の 場
合に は 0･ 1 m5/ 仇Bと した . 次 に in c uba tio n tim e 忙 よ る 影響を調 べ た
と こ ろ ､ Figl 1 8 に 見 られ る様 に 3:- Me - D A Bを基 質 と した 場
一
合
Iin earity は 1 5 分ま で み られ ､ こ れは 3
′
- Me-- M A Bを 用L^ た 時 も
同様 で あ っ た o N A D P Hに 対す る 濃 度 依存性 を F ig l - 9 に 示 す .
3′ - M e - DA B及び 3
'
- M e - M AB共 にNA DPH 濃度 0.25mM で飽和 した .
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〔考察〕 Kadluba r 等
38)
は N - O H- M A Bを mic r o s o m e系 で 直接定
量する事が 出来 浸か っ たが ､ 著者は fr e e r adic al を測定 す る事 に よ b N
- oH - M A Bを mic r o s o m e系 で 直接定量す る事を可 能と した ｡
Kadluba r 等 の 方法は酢酸 エ チル 抽出物 を薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 分
離 した の で あ る が ､ N - O H - M A B のように 不安 定 夜 化合物は ､ 彼等
の 方法 で は 定量が 不 可能 で あ る . 一 方 ､ fre e radical の 定量 は ､ 他 の
m etabol ite の 混在 は fr e e r adic al を生成 し夜 L^ か ぎb妨害 し夜h の
で 分 離 の 必要性が 浸 く ､ 素早 h 定量が 可能 で あb す ぐれ て h る .
3′ - M e - I) A B の代 謝 に お h て もN - O H - A Bヤ nit r o s o a z obe rl Z e n e
の 生 成が 考え られ た ｡ しか も nitr o s o体 は n aphtbyla min e で 見 られ る
様 に 53) ､ 強 h 3 本線 を示す . A z obe n z e rl eの nitr o s o休も同様 に 強 h
3 本線を示 すが ､ 代謝 に よ っ て は得 られ夜 か っ た . 壇 た N - OH - A B
も fr ee r adic al を生成す る が ､ そ の 強度は N - O H - M A B の約 1/4
で あ っ た ｡
さ らに幸 夜 事 に は ､ 後 で 述 べ るが ､ D AB 及びM A Bよb
'
の N - OH
I M A B の生成量 に 比 べ 非常に 少夜 h o も しN - O H - A B が 混 在 し て
t^ て もそ の 割合は 5 藤前後 で あb定量 に はほ と ん ど影響が 夜 か っ た 0
こ の fr e e r adic al 生成 は , 得 られ た fr e e r adic al が N - OH - 3
′
-
M e -M AB である 事か ら､ 3
′
- Me - D A Bよb の 代謝経 路は F igl - 10
に 示す 経路 に よD生 成す る事 がわか っ た . Prim e rirlg の 誘 導体 は
fr e e r adic al の hy pe rfin e str u ctu r eに影 響をあた え覆 ぃ の で ､ こ
の 方法を用 ぃ て 反応 速匿 と発癌性 と の 相関を検討す る事 が 可能 と 覆 っ た .
- 19 -
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鼠N - ” - ◎ NくCHH3
↓
鼠N - NT@ NくC.H”S
H｡C も
あN - ” - ◎ Nく呂ワ3
↓
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一
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'
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第 2 節 4 - Methyla min oaz obe rl Z e n e誘導体 の 合成
M AB誘導体か らの N 位永酸化速度 を調 べ る 為 には各種 の M AB誘 導
体が
,
必要 で あ る が , 3
′
- Me - 及び 4
′
- N O2 - 誘導体を 除 き 他 の 誘 導 体
の 合成 は 覆 さ れ て h 夜tJI o そ こで 壇 ず各種 M A B誘導体 の 合成 を行 っ た .
〔方法〕 M A B誘 導体 の 合成は M il
.
1e r & M ille r 18) の 方法 に よ b 合
成 した o メ チ )i,誘 導体 はそ れ ぞ れ o - , m - , p - t olui d in e を 2 当 量
の塩 酸存 在下 ､ 0 ℃ で 当量 の 亜硝酸 ナ トリ ウ ム で ジ ア ゾ化 した後 に ､ こ
れを 2 当量 の 酢酸 ナ ト リ ウ ム と 当量 の N - メ チ ル ア ニ 1) ン を含 んだ 7 0
帝メ タ ノ ー ル 溶液 に 加え ､ N - メ チ )I, ア ニ 1) ン と c o upl ing させ る . こ
の 時 , こ の c oupl ing 反応は 了 ゾ結合を生成 せず tria zen e を形成す る ｡
この tria zen e を乾燥 後 , 3 当量 の N - メ チ ル 7 エ リ ン 及び 0. 7当 量 の
N - メ チ }t, ア ニ リ ン 塩 酸塩 を加え ､ 4 5℃ で 3 - 4 時間加温 し ､ N2 の
発生が 夜 く覆 るま で 続ける . 反応後過剰 の 1 0 飾塩酸を加 えア ミ ノ ア ゾ
色素 を沈澱さ せ る . 沈澱を よく洗 っ た後 に ､ 1N N aO H で中 和 し ､ よ
く永 で 洗 ぃ , これ を真 空 中 で 乾県 して ､ ben z e n e
､
: 石 油 エ ー テ }L, - 1 :
1 で 再結晶 を行 っ た ｡
ク ロ ル 及び ニ ト ロ 誘導体 はそ れぞ れ ク ロ ル ア ニ リ ン ､ ニ ト ロ ア ニ リ ン
を同様 に ジ 了 ゾ カ ッ プ1) ン グ させ て 転移を行 う . Triaz e ne よ Dの 転移
に は タ ロ ル 誘導体 ､ ニ ト ロ 誘導体の 場合 そ れぞ れ 7 5℃ ､ 9 0℃ に温 度
を上 げて 行 っ た ｡
- 21 -
〔結果〕 M A B誘導体 は す ベ て M A B の合成 方法に よb 合成が 可 能で
あ っ た ｡ こ れ らの 合成 品の m elting point は ､ 2
′
- Me - M AB ;7 2 -
7 3℃ ､ 4
′
- M e - M A B; 9 8 - 1 0 0℃ ､ 2
′
- 0 1- M A R ; 6 8 - 6 9
℃ ､ 3
′
- Cl - M A B; 6 5 - 6 6℃ ､ 4
′
- Cl - M A B ; 11 1 - 1ユ2.
◆5
℃ ､ 2′ - NO2 - M A B;1 3 0- 1 31 ℃､ 3
′
- NO2 - M A B･, 1 5 7 - 1 5 8
℃ ､ 4′ - NO2 - NA B; 1 87 - 18 8℃ で あD 展 開溶媒と して be n z e n e
を用 h た シ リ カ ゲ,i,薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 単 一 の spot が見 られ た o
こ れ を 13 C
1
- N M R で分 析 した (table 卜 1) . 1
1 3(〕 - N M R の C he mic al shift を テ ト ラ メ チ ル シ ラ ン を基聾 に して ､
そ の shi ft を p pm で 表わ したも の で あD ､ これ は 置換基効果 を Le vy
と N els on 5 9) の 方法 に よD 同定した o
さ らに べ ン ゼ シ の o - , m - , p - 置換 をK Br 法 に よD I Rを測定 し
た と ころ 2
′
- M e - , 2
′
- C l- , 2′ - NO皇 - M A Bは 7 7 0c m
- 1vcオ ル ト
置換 , a 3 0- 8 5 0cn
‾ 1に パ ラ置換 の 吸収 が 見 られ た . 3′ - M e - ,
3′ - C l - , 3
J
- NO2 1 M A B では 6 7 0- 6 9 0cm
11 及び 7 50 - 7 9 0
cn
～ 1 の メ タ置換 ベ ン ゼ ン の 吸収が 見 られ た . 4′ 一 位 の 置 換体はす べ て
8 40c2n
‾1 附近 に パ ラ置換 ベ ン ゼ ン の 吸収 が見 られ た . ニ ト ロ 誘導体は
1 3 4 0c m Tl に ニ ト ロ の 吸収が 見 られ た .
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第 3 節 ア ミ ノ 了 ゾ色素の 代謝活 性化速度 と発癌性 の 強さ と の 相 関
現在 ま で に 発癌強度 と 代謝活性化速度 と の 相関性を定量的に 調 べ た研
究 の 報告 はみ られ 夜lハ ｡ この 相 関性 を明 らか にす る事 は 発癌の 機構 を解
明す る上 で の 大 き夜 手が か bと 覆 る . しか し ､ 発癌剤は 互 h にそ の構 造
を異 忙 して h る場合 が 多く ､ そ れ らの 代謝 活性体 の 構造も大きく異覆 る ｡
構造 と活性 の 相関を考え る場 合 ､ 活性 化体 の構 造が類 似 した もの に つ h
て比 戟す る こIt が必要 で ある が ､ ア ミ ノ ア ゾ色素は こ の 要求を満足 しう
る数 少夜 h 化合 物群 の 一 つ で あ る . そ れ は 多くの 誘導 体が 合成 され ､ し
か もそれ ら の 発癌性が定 量的に 比較さ れ て h る こ と に よ る ｡ しか しア i
ノ ア ブ色素 の 代謝活 性化 経路 で 得 られ る化合 物 はほ と ん どが 不安定 夜 為
に ､ 従来 多くの 試み が 覆 され て き た に も拘 らず ､ 代謝活 性化 と発癌性 と
の 相 関を定量的 に 調 べ る事 紘 で き夜 か っ た . 著 者は 前節ま で 忙述 べ た よ
う にM A B の N位永酸化体 の 定量法 を確 立す る こ とVC成功 し ､ さ らに各
種 M A B誘導 体を合成す る こ と が で きた . こ れ に よb 代謝活性化と発癌
性 に つ h て 構造活性相 国の 手法 に よD 検討 を加 えた .
〔方法〕 D A B誘導体及び M A B誘導体 よb の fr e e r adic al 測定法
は 第 1節 に 示 した ｡ D A B誘導 体 よb の N 位脱 メ チ ル 化は生成す る MA B
誘 導体を高速液体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (H P LC) で 分 離定量 した o 定量
に は そ れぞ れ の M A B誘導体 の 検量 線を作 製 し ､ そ の pe ak の高 さ を 用
h た o 反応液 は r ad ic al 測定法 に用 h た 濃 度 を用 h 液量 1 ble で 行 っ た .
こ れ を ben zen e で 2 回抽 出 し､ 真 空 中 で乾 固 し､ 1 0 0fL L の メ タ ノ ー
ー 24 -
}t' に溶解 し ､ そ の 2 0FL ･e をH P L C で分離 した o H P L Cは 日本分光
製Trir oto r に Nu cleo si 15C18(4.6 × 2 5 0冊m) をつ けて 用 ぃ た o
溶出条件 は 8 2. 5 啓 の メ タ ノ ー ル の 定組成溶 出で あb , 流量 は 0. 8 nB/
m血と した .
〔結果〕 P he noba rbital(P B) 誘導及 び無処置の ラ ッ ト か ら得 た
mic r o s o m eを用 ぃ た場合 ､ そ の sign al inten sity フが非常に 小 さく ､
発癌性 の 弱 h ア ミ ノ ア ゾ色素か らは 定量的扱 h が 困難 で あ っ た の で M(コ
mic r o s o m eを用 ぃ た o M il le r & M il le r 60) に よb報告され て h る
pr o m oto r無処 理 で 得 られ た 発癌性 ､ す 覆 わちI) AB の 発癌性を 6 と し
た場合 の 相対 的発癌強度 を横軸 に ､ 発癌性 の あるI) A B誘導体 よ9 の
fr e e r ad ic al 生成量 を縦軸 にと る と ､ F igl - 1 1 に 示 す様 に , こ の
両者 に は極 め て 良好 夜 相 関性が 見 られ ､ こ の 時 の相 関係数(r) は 0. 9 2
であ っ た ｡ さ らVC回 帰 直線 y - 0. 0 1 6Ⅹ ＋ 0.0 8が得 られ ､ こ の 回帰 直
線は y 軸 で 正 の 値で 交差 した . 一 方 ､ 非発癌性 と され てL^ る 4
′
- NO2 -
D A B､ 2 - M e - D A B､ 4
′
- OH - D A Bか らの f
.
f e e r adic al 生 成 速
度は ､ こ の 回帰 直線 の y 切 片 y - 0. 0 8よ Dも小 さく 在 っ た ｡
D A B誘導体か らの fr e e r adic al 生成 に は 2段 階 の 酵素反応 が必要
夜 た め ､ そ れ ぞ れ の 反応速度 と の 相関性 を検討 した o 第 一 段階 の 反応 紘
D A B の N位脱 メ チ ル 化で あD ､ 第 2 段階の 反応は M A B の N位永酸化
で あ息.
D A B誘導 体 よ Dの 脱メ チ ル 化速度 は H P L C でM A B誘導体 を分 離
定量 した . そ の H P LC に よ る溶出 pat te r nの 例 をFig l - 1 2に示す .
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Retentio n tim e(R T)1 3分 に M A Bが 溶出 され る ｡ これ に よb
D A B誘導体 の 脱 メ チ }L,化速度を測 定 して 縦軸 に とb 発癌性 と の 相 関性
を調 べ た が ､ F igl - 1 3 に見 られ る よ う に こ の 両者 に は相 関性は 見
られ 浸 か っ た ｡ 相関係数 は r ニ ー 0.1 3 であ っ た ｡
⊥ 方 ､ M A B誘導体 か らの N 位水酸化速度 と発癌性 との 相 関性を調 べ
た 結果 , 非 常に 良好 夜 相 関関 係が見 出さ れ た (F ig l - 1 4) . こ の 時 ､
相 関係数 は 0･ 8 4 であD ､ 回帰 直線 y - o. o 8 8Ⅹ ＋ 0. 3 0 7が 得 られ た .
こ の 場合 も , -D A B誘導体 で 見 られ た よう に , この 直線は y 軸と 正 の 値
で 交差 した . 一 方 ､ 非発癌性 と さ れて h る 4′ - NO2 1M A B の N位水酸
化速度 は ､ 種 々 の 誘導体 の うち で も最もそ の 発癌性 の 強 h と され て h る
3
′
- Me - M A BよD も大きか っ た .
〔考察〕 w islo cki等 61) は究極 的発癌剤 とみ 覆 され て h る N - OH
I M A B の硫 酸抱 合体 の モ デ ル 化合物 と して N - be n z oylo xy - M AB を
考え ､ こ の 誘導体 に よ る発癌性を検討 した o そ の 結果発癌性 の 強さ はそ
れぞ れ の 前駆 体 であ る D A B誘 導体 の発癌性 と は 相関性が 夜く ､ 各種
N - ben z oylo xy - M A B誘導体 の 発癌性は ほと ん ど皆同程 度 で あ る事
を見 出 した ｡ こ れ は ア ミ ノ ア ゾ色素 の 発癌性 の 強 さ を決定す る も の が ､
ultim ate fo r mの 反応性 で は 夜 く ､ ultim ate fo r mを生成す る 段 階
に起 る代謝に 依存 して h る為 と思わ れた . 著者 の 実験 で は D A B誘導体
よD の N - O H - M A B誘導 体生成 速度 ､ を か で も ､ M A B誘導体 の N
位永酸化速度 が ア ミ ノ ア ゾ色 素の 発癌性 の 強さ を規定 して ぃ る と結論で
き る o - 方 ､ M ats u m oto と Te r aya m a62) は D AB の メ チ}L,誘導体 を
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用 h て ､ そ の 脱 メ チ ,i,化速 度と発癌性 が 一 部相 関性が あ る と報告 して t^
るが , 彼等 は メ チ ル 誘導体 の みを使用 して h る にす ぎず ､ さ らに統計処
理も して ぃ 夜 t^ の で 信嶺性 に かけ る .
2 - M e - I) A Bは投与後 PPで そ の 発癌性を pr o m ote した 場 合 に は
D A Bと 同程 度 の 発癌性を示 し 6 3)､ D NA - の b inding は D A Bよ b
も多く夜 る 6 4). と こ ろ が pr o m oto r の 投与が を h場 合 には 発癌性 は み
られ ず ､ 著者 の N - O H - MA B生成速度測定 の 結果 か らみ て も発癌性
の 夜 h 事が 予 測さ れ る ｡ 発癌の 過程 は initiatio n と pr o m otio n の 2
段 階 よP 夜 る と考え る の が 通例と 在 っ て h る 現在
6 5) 66)
､ 著者 の 実験は
こ の 両者を含ん だ c o m plete c a r cin oge n と して の 発癌性を表わす と考
え られ ､ 2 - Me -.DA Bは両作用 の うちinitiatio n作 用 の み を 持
つ ア
ミ ノ ア ゾ色 素と思 われ た ｡
Hin o と K itaga w a
67)は A T Pa s e - deficie nt island の s c o ring
か らinitiatio n の影 響 を測 定で
■
きる事か ら3
′
- Me - D A B の do s e を
変えて ラ ッ ト に授 与 し ､ そ の 影響 を調 べ ､
-
3
′
- M e - D A B の発 癌性忙 は
聞値の存在す る 事 を報告 してLn る o 今 回著者 の 実験 でも 同様 忙 回帰直線
が 原点奇通ら夜L^ 事 か ら聞値 の 存 在を示唆して お力 ､ しか も これ は代謝
体の 畳も しくは 濃 匿 忙 よb 決 定され るも の で ある .
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第 4 節 ア ミ ノ ア ゾ色 素 の 変異 原 性 と発癌性 と の 相 関
Ne opla stic tr a n sfo r m ation は som atic c el l m ut atio n で ある
と h う Ba u e r24) の 仮 説 ､ 発癌剤 の D N A- の 結合 と発癌性が 並行す る
事 6 8)､ さ ら忙 ba cte ria によ る m u tation は D N A の変化を伴覆 う事2う28)
夜 どぁら ､ s alm o nella に よ る m utation は 発癌の initiatio n に対応
す る現象と考え られて ぃ る . そ こ で ア ミ ノ ア ゾ色素 の s alm o n el la にお
ける m utatio n frequen cy と発癌性 と の 相関性を検討 した ｡
〔方法〕 s - 9は polychlo rin at ed bipbe nyl(P O B) (Ka 凸eCblo r
KC - 5 0 0)50 如 才を 3 日間i . p投与 し 一 晩絶食 後 ､ 致死 ､ 港流 し､ 2
倍 容の 0. 1 5 M K(コl で ho m ogeniz e した後 に ､ 10,0 0 0g で 1 5分
間遠心分 離 を行 ぃ ､ そ の 上清 をS - 9 と して 用 h た ｡ Mu tatio n a s say
は s alm o nel la T A 9 8を用 h n o rha r m a n eを添加 し ､ 長尾等 69)の 方
法 に従 h ､ そ の his ti din e要求性株 を数え m uta tio n fr equ e n cy を 求
め た ｡ ア ミ ノ 7 ゾ色素 の m utatio rlfrequ en cy は 非常に 低 く 通 常 の 方
法 で は検 出 し難 h の で norha r m a ne を加 えた . これに よD m utatio n
frequ en cy は 3
′
- Me - DA B で 1 0倍以上に覆 っ た ｡
〔結果〕 D A B誘導体の m utatio n frequen cy と発癌性 は Fig l -
1 5 に 示す様 に ､ こ の 両者 には 良好 凌相関性が 見 られ ､ そ の 相関係敬
は 0. 8 3 で あD ､ 回帰直 線 y - 5 5Ⅹ ＋ 1 4 2フが得 られ た . この 直線は
fre e rad ic al生成速度 の 場合 に見 られ る よう に原点 を通 ら夜 か っ た o
- 32-
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M A B誘導体 の m utatio n frequ en cy と発癌性 と の 相 関性は F ig
1 - 16 に示 され る ｡ この 場合 も D A B誘導体 の場 合 と 同様に 良好を
相 関性が 見 られ ､ 相 関係数 o. 7 6､ 回帰 直線 y - 9 8Ⅹ ＋ 4 95 が得 られ
た ｡
〔考 察〕 発癌性 と変異原性は 定性的 には 相関性を示す が ､ 定量 的に相
関性 を調 べ た報 告は 夜 く ､ 種 々 の構造 の 異 覆 る発癌剤 を 比戟 した場合 ､
そ の 相関性は夜 h と h え る 7 0). しか しア ミ ノ ア ゾ色素 の 様 に構造が 類似
し ､ そ の ultim ate fo r mの 構 造が 似 て h る場合 は , 今 回 示 した ように
変異 原性 と発癌性 に相 関性が得 られ る o - 方 ､ A shby 等 7 1) は prim e
ring を他 の 芳香族等で お きかえ た場 合 に は変異原 性 と発癌性vcは相関
性 が 見られ 夜 h と報告 してt^ る . これ は prim e ring を 他 の 芳香 族 に
お き かえた 場合 には 別 の 活性化が 起 こ っ た為 と考え られ る ｡
M o ri 等 72)は 3′ - Me - D A Bが D A BよD も発癌性が 強く , 変異原性
が強 h の は 3
′位 の メ チ }L,基 が 水酸化を受けた 3′ - hydr o xy m ethy - IIA B
の 変異 原 活性 が強t^ こ とに起 因す ると考え たが ､ こ の 考えは 3
′
- Me -
D A B以外 に つ h て 一 般的に適用 で き るも
ノ
の で 夜 h 事は 明 らか で ある .
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〔小括〕
1. 従来 mic r o s o me 系 で の 反応 で 直援M A B誘導体 の N 位水酸化を
測定す る こと は で き 夜 か っ た が ､ fr e e r adic al を測定 す る事 に
よD ､ これ が 可能 と 覆 っ た .
2･
_
7 ミノ ア ゾ色素 の 発癌性は fr ee r adic al 生成量 と 密接夜相 関性
を示 し ､ 各種 の M A B誘導体 を合成 して N位水酸化 を調 べ た 結果 ､
発 癌性 と相 関性 を もつ の はI) A B の脱 メ チ ル 化 で は を く M A Bの
N 位水酸 化で ある 事 がわ か っ た o さ らに代謝量に 起因す ると 思わ
れ る 聞値 の存 在を裏付けた ｡
3. ア ミ ノ ア ゾ色素 の 変異原性 は 発癌性 と定量的 夜 相 関を示 した . こ
の よう 夜 相 関は現 在 ま で の と こ ろ ､ 他 の 化合物 で は 得 られ て h 夜
h .
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第 2 章 3′ - Methyト 4 - m ethyl甜 nin o azobe n zene の
N 位 水 酸化 に 関与 す る 酵素 の 同 定 .
第2章 3
′
- M ethy 卜 4 - m ethyla min o azobell Z e n eの N位水酸化
に 関与する酵素の 同定
外因性 の 化合物 が生体に取 D込恐 れ て か ら排催さ せ るま で に ､ 多 くの
酵素に よ る代謝が 必要 で ある事 は 良く知 られ て h る . ま ず最 初 に ,
Cytochr ome P
- 4 5 0(Cyt. P - 4 5 0) 等によP酸化も しく は還元 を受
けた化合物 は ､ そ の ま 壇 ､ も しく は glu c u r onic acid , s ul fo nic
a ci d等 と抱合 さ れ 腎 よD 排推され る 43).
I) A Bに お ぃ て も 多く の 代謝経路が 存 在 し ､ a z o還元 ､ N 位脱 メ チ }t,
化 ､ N位水 酸化 ､ p rim e rin g の 水酸化 ､ ア ミ ノ 基 の ア セ チ }L,化反応 が
知られて h る ｡ A z o 還元 は ､ N AD P H を electr ch don a r と す る
N A I)PH - Oyto chr o me C r edu cta s e(fpr)73)74)､ Cyt,
･ P - 45075)､
N A D Hを electrch don a rとす る Cyto chr o me b57 6) に よb 起こ る o
N 位脱メ チ ル 化は種 々 の Cyt. P - 4 50 分 子 種 に よ D 起 こ る 事 が
Guen ge rich
”)に よD ､ 又 mix ed fu n ctio rlamin e o xi da s e(M F AO)
に よD 起こ る事 が Z iegle r78) によb示 さ れた o Levin e と Lu
79)80)
は D A B の脱 メ チ )i, 化 はM O で誘導さ れ 易く､ MA B の脱メ チ }t, 化は
p Bに よD誘導 さ れ 易 h ことを見出 した o さ らに彼等は prim e rin g
の水 酸化は P B忙 よD 誘導さ れ易 h 事 を報告 してt^ る o こ れ らの 反応
の ほと ん どが Cyt . P - 4 5 0 の種 長 の 分 子種 に よ b起 る事 は 明 らか で
あ る ｡ 一 方 ､ M A B の N位水酸 化に つ h て は K adluba r等 3 8)の 報告が
あ る の み で あ る ｡ しか し彼等は 直接 N - OH - M A Bを mic r o s o m e系
よD定量 せず ､ そ の 非酵素約分解産物 で ある N - OH - A B を 阻 害薬
- 37 -
を用 ぃ て定 量 し､ M A B の N位水酸化速度を推測 して L^ る ｡ しか しN -
OH - A B の生成は N - O H - M AB を通 らず M A Bか らA Bが生成 し ､
これ が酵素的 に N - O H - A Bに を る別 の 経路 が存在す る. した が っ て
これ らに対 する 特異的 夜 阻害薬 で ある の か どうか 不明 で あD ､ 彼 等の 主
張す る よう に M F AO の み に よDM A B の N位水 酸化 が 起 こ る の か どラ
か疑 問が 残 る ｡ そ こ で著者 は この 発癌性を決定す る重要 夜酵素反応 であ
る N 位永酸 化に 関与す る酵素をfr ee r ad ic al 量 と して 定量 し ､ 種 々 の
誘導薬 ､ 阻害薬 の 影響を調 べ た ｡
- 38-
第 1 節 Mic r o s o me で の N位永酸化酵素に対す る各種薬 剤の 影 響
oyt . p
- 4 50 の誘 導剤 と して P B 及びM Cを ､ 阻害剤と して は 一 酸
化炭素(0 0)､ S KF 5 2 5 A､ α
-
n aphthofla v o n e(a - N F)､
m etyr apon e(M P)､ 卜 (1
- n aphthyl 卜 2 - thio u rea(A N T U)
を用 h た . S E. F 5 25A ､ M Pは P B で誘導さ れ た mic r o s o m eに 対 し
韓h 阻害効 果を示 し
81)8令83)
､
α - N Fは M O誘導さ れ た mic r o so m eに対
しそ の 阻害効果 を表 わ し､ P B で 誘導さ れた micr os o me で&j:活性 を上
昇させる84)85). 一 方 ､ A NT U はM F AO の 阻害剤 で あD O･ 5 mM_
で そ
の 活性を完全 に お さえ ､ ほ とん ど Cyt . P - 450には 影響 をあた え 夜 h
亨サ
8 6)
. こ れ らの 阻害剤を用 h て M A B の N位永 酸化酵素を 同定 で き ると
考え られ る ｡
〔方法〕 3
′
- M e - D A B, 3
′
- Me - M A Bか らの
■
fr e e radic al 生成
量 は第 1 章第 1 節 に 示 した 方法 で 行 っ た ｡
.
P･B は 6 0喝/k9(i･ p) を3
日間連続投与 し､ 最後の 投与か ら2 4 時間絶食 し ､. M C の場合 と 同様 に
第1 章第 1 節に 示 さ れ た 方法 で mic ros o me を得た o
M F AO はZ iegle r と Pet tit
81)の 方法 に従 h ､ dim ethyla ni line
( D M A) の N - oXi de 生成 忙 よD定量 した o
〔結果〕 3
′
- Me - D A B,か らの free rad ic al 生成は P B に よb 2
-
3 借上昇 し ､ M(コ では 1 2倍活性 が上昇 した ｡ 3
′
- Me - MAB か ら の
fr ee rad ic al 生成 は M O前投与で 4 - 5倍 の 誘導が かか るが ､ P B で
- 39 -
は 阻害が か か る o これ らの誘導 剤の M F A Oに対す る影響 は両 者共 に 阻
害 が か か るが ､ そ の 作用 は P B の方 が よD大き h (table 2 - 1) .
E le ctr o n do n a rと して の p yri din e n tl Ce oti de 要求性を table
2 - 2 に示 す . 3′ - Me - MA Bよ bの 1段階 の 反応 で は N A I) PH ,
N A D H共 に electro n don a rと して 効果 的で ある が N AD PH の方が
僅かVtそ の 効果が 強L^ . 3′ - M e - D A Bよ Dの 2 段階 の 反応 に お ける両
co
- fa cto rの 作用 を比 べ る と ､ N A D P H の方が N A I) HよD も約2
倍 良好 で あ るム ま た 両者共存 下 で は 3′ - M e - DA Bを用 h た場合 に は相
l
乗効果 が見 られ ､ 3′ - Me - MAB を用 h た場合 に は阻害 効果 が 見られ た .
cy
'
t . p - 4 5 0 の 阻害剤 で あ る C Oに よ る阻害を Fig2 - 1 に示 し
た . 3
′
- Me - D A Bフからの N - O H - M A B生成 に対 し ､ CO/ai, - 1
の 時そ の 阻害は 約 4 0啓 で あD, CO/air - 19 の時約 8 0 帝で あ っ た o
一 方 ､ 3
J
- Me - M A B の N位水酸化活性は CO/air - 1 で全 く阻害が か
か らず, 0 0/ai, - 1 9 の 時に若干 阻害の 傾 向は 示 した が ､ そ の 差は ほ
とん ど売 払 .
S K F5 2 5A に よ る阻害は 3′ - Me - DA B, 3′ - Me - M A Bか らの
fr e e r ad ic al 生成 に は影響をあた え 夜 か っ た (Fig 2 - 2) . M Pの
1. 6 × 1 0
‾ 5 M で は む しろ free r adic al 生成 を増強 した (Fig 2 - 3).
α - N Fによ る阻害を F ig2丁4 に示 した . a
- NF で は nitr o xide
r adic al の生成 を強く阻害 し ､ α - N F IO
‾ 4 M で 3
′
- M e - D A Bよ
b の fre e r adical 生成 を完 全に阻 害 した c 3′ - Me - M A B の fr e e
r adic al生成 は 約 8 0 多阻害 され た o こ の a - N F 濃度 に お h て M F AO
の 活性は D MA を基質 に した場合 ､ 阻害効果は 見 られ 夜 か っ た .
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M F AO の 阻害 剤 であ る A N TU は 0. 5 mM では 3
′
- Me - D A Bよb
の fr ee r adic al 生成 は約 9 0藤阻害す る が 3
′
- M e - M A Bか らの free
r adic al 生成は 約 4 0多阻害 され た の にと どま っ た . こ の 時 M F A O
活性は完全 に阻害 さ れた (table 2
- 3).
〔考察〕 Aro matic a mine の N 位水酸化 忙 は 2 種類の 酵素 の 関与が
指摘さ れ て h る o Anin oflu orene の N 位永酸化 は ､ ラ ッ トで は ほ とん
どM C で誘 導さ れ る Cyt . P - 4 5 0 で起 こ るが ､ 豚 で は M FA O で もそ
の 活性 は 強く豚 の 肝 micr os o me の 活性の 約半 分 を占め て h る 88). 壇 た
n aphthyla mine で も 同様 に Cyt. P
- 4 5 0及 び M F A O 忙 よD N 位水
酸化が起 る 5 3)89)90)o M A B の N位水酸化反応 は M F AO のみ で 起D ､
cyt. p
- 4 5 0 で は 起 ら夜 h と K adluba r等 38)は 報告 して
.
h る ｡ 彼等は
ラ ッ ト肝 mic r o s o me の N 位永酸化は 2 - 〔(2.4 - dich lo r o- 6 - phe nyl)
phe n o xy〕 - ethyla min e(D P E A) ､ C O に よD 阻害 さ れ 夜 h 事 ､
cu m en hydr ope r o xideに よb こ の 反応が 起 ら夜 h 事 ､ 精製 した 豚 の
M F AO に よb N 位水酸化が 起 こ る 事 か ら､ ラ ッ ト の mic ro s om e の N
位永酸化酵素は M F A O であ る と結論 した o しか し凌 が ら､ Oyt･ P -
4 5 0に は種 々 の 分 子種が存 在 し､ 種 々 の 阻害剤は比戟的 分子 種 と して
の 特異性 を保持 して ぃ る .- す 夜わ ち P B mic r o s o me で の 反応 は S K F
5 2 5A ､ C O ､ M P で阻 害され 易く 81)8 2) 83)､ α - N F では 阻害は か
か らずむ しろ増強 さ れ る 8 4)8 5)､ 一 方 ､ M C mic r o so m e は a
- N F で
強く阻害 され る が ､ S KF 525 A､ C O で は 阻害され にく h o こ の事
旺阻 害剤 を用 h る場 合注意され ね ば 覆 ら夜 h o 彼等は D P E Aの 分 子特
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異性を考慮 して h 夜 h ｡ 著者 の 結果 で は M(〕で誘導され る事 ､ a - N F
で阻害が か か る 事か らCyt. P - 4 50 も
■こ の.N 位永酸化 に 関与 して h る
と考え られ る o S K F 5 2 5 A､ C O ､ M P で阻 害 が か か ら 覆 ぃ の も
す べ て こ の 分 子種 特異性 に依 るも の と考え られ る . 壌 た Na sdev 等
91)ち
ま た Cu men hydr ope r o xi de で 披M A B の N位永酸 化は 起 ら夜 山 草 を確
認 してt^ るが ､ 著者 も これ は 確認 して h る ｡ しか し a c etyla min oflu o r e ne
の ように Cyt. P - 4 5 0 に よb N位永酸化が起 こ る化合物 で も Cu merl
hydr ope r o xide に よD N 位永酸化 され 夜 h 事 ､ Cu m e nhydr ope r o xi de
忙よ る 反応は 1 電 子酸化 で あ る の に ､ N A I) P Hに よ る Cyt. P - 4 5 0
で の 酸化反 応は 2 電 子酸化 92)と h う差も存在す る事か ら､ Cu me n
hydr ope roxi de の 実験 で は 同定 で き 夜 h .
さ らに A N TU に よ る阻害が不完全 で ある 事 も ､ Cyt . P - 4 5 0 の関
与をうか が わせ た ｡
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第 2 節 部 分 精 製 した mix ed fu n ctio n a min e o xida s eに 対 す る
阻 害 効 果
前節 で A N T Uに よる N 位永酸化 の 阻害が 不完全 で あ る事 を報告 した .
こ の 現象が 他 の 酵素 の 関与に よ る為 か ､ あ る h は A N T Uに よる阻害が
基 質 に よ っ て 異 怒 る為 に現われ るも の か検討す る為 に ､ M F AO を部分
精製 しOyt. P - 4 5 0を除 h て A N T Uに よ る阻害効果 を調 べ た .
〔方法〕 Z iegle r等 93) が豚 で用 h た 方法忙 よD M F AO 葱 ラ ッ ト か
ら部 分精 製 した . そ の 方法を F ig 2 - 5 に 示す . Trito
'
n x - 1 02 :
Trito n x - 4 5: Trito n x - 4 5 s u c cin ate - 5 : 4 : 1 の 1 0飾混
液 を 78,0 0 0g の 沈澱分 画 の 0. 2 5 M s u c c r o s e s u spe n sio n 1 0 0
mB当 b 9 qLBカ口え 可溶 化 し､ そ れを 3 5 - 5 0多飽和 の 硫安分 画 を行う .
以後 ､ 彼等 の 方法に よ ると polyethylerle glyc ol 分 画 ､ 2 回の I)E A R
- c ellulo s e c olu m n chr o m at o g r aphy と続 くが ､ ラ ッ トか らの 酵
素 は 硫安 分 画 の 最 階ま で に大 部分 の 活性 葱失t^ ､ polyethyle n e glyc ol
分 画で は完全 に失活 した o そ こ で硫安 分 画 を部 分精製標 晶 と して 用 h た o
こ の 分 画 に は Om u r aと Sato の 方法 94)に よ る 0 0 差 ス ペ ク ト ル で 見 る
か ぎD Cyt. P - 4 5 0 の 混 入 の 形跡 は見 られ 貴か っ た .
〔結果〕 3
′
- Me - M A B及び D M Aを基質と した場合 の 硫安分 画 - の
回収率 を table 2 - 4 に 示 した . Ⅰ)M Aを基 質と し てそ の 回収率を調
べ ると約 2 0啓回収 され て h た . そ れに も拘 らず 3
′
- Me - M A Bを基 質
- 50 -
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と した場合 には 1 0 帝以 下 で 参 っ た . そ の 時 の 精製度合は そ れ ぞ れ 7倍 ､
2倍 で あ っ た ｡
硫安分 画 で の 3
′
- Me -MA B のN位永酸化速度及び D M A N- o xi de
生成 に対す るA N TU の 効果 を table 2 - 5 に示す . M C mic ro s o me
を用L^ た場合 ､ 3
′
- Me - M A B の N位永酸化は 4 0啓の 阻害 しか か か ら
夜か っ た が 部 分精製 した M F A Oを用 ぃ た場合 に はA NT U によb 完全
に活性 は阻害 され た . I)M A N- o xi de 生成 は酵素の 分 画 にかか わb夜
く完全 に阻害 さ れた o
さ らに table 2 - 6 に示 すよう に D M A の N位の 酸 化は supe r oxide
dis m utas e(SOD)に よD どの 分 画ともに 3 0- 4 0虜阻害 書れ るが ､
3′ - Me - M A Bの N 位水酸化 は部 分 精製 した M F AO 分 画で のみ 阻害 さ
れた ｡
〔考察〕 Z iegie r等 93) の 方法 で は ラ ッ トか らの M F AOの 精製 は不
可能 で あb ､ 勝 と ラ ッ トの 本酵素の 安定性 に差が あ る事 が 示唆 さ れ た o
部分精製 した M F AO に対す るA NT U の 阻害は基 質に よ っ て 変 らず完
全で あ っ た ｡ 前節 で の 阻害 の 不完全さ は基 質に よ る阻害効 果 の 差 で は を
く､ M (〕 micr os om e で の 他 の 酵 素の 関与 と考え られ る ｡ こ れ は前節 で
の a - N F の効果か ら考 えて M O で誘導さ れ る Cyt. P - 450 と 思 わ れ
る ｡
M F A O はそ の活 性 化酸素と して s uper o xi de radic al が 関与す る
と考え られ て おb 95)､ 著者 の実験 で も部 分精製 した M F A O 分画を用 h
た場 合 S 0D に よ る 阻害が み られ た 事は こ の 事 を支持す る o
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M F A Oと Cyt. P - 4 50 の N位 水酸 化 - の 関与を定量的 に調 べ るに
は ､ 種 々 の 抗体 に よ る 阻害 効果をみ る 必要 があ る と考え られ る o そ こ で
次 の 葦 に お L^ て M F AO の ラ ッ トか らの精 製法 に関 して 報告す る .
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〔小括〕
1,
2.
M C micro s o me 系に お け るM A B の N位水酸化 に は従来
M F AO の み が働 らくと考 え られ て h たが Cyt. P - 4 50 も同
時 に関与す る こ と がわか っ た .
Z iegler 等 の 方法 で は ラ ッ ト か らM F A Oを精製す る事 は 出
来夜 か っ た ｡ これ 披 ラ ッ ト の 酵素 の 方が豚 の酵素よ D 不安定夜
為 で あb ､ 著者は精 製法を改 良す る こ とに よb ラ ッ ト のMFAO
を精 製す る 事 が で きた ｡ これ を次の 章 に 記す ｡
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第 3 章 Mix ed-fun ction a min e o xi da s e の
精 製 と ア ミ ノ ア ゾ色素 の 代謝
第3章 M ix ed fu n ctio n a mill e O Xi da s e の 精製と ア ミ ノ ア ゾ色
素 の代謝
1 9 5 3年に Mu el le r と M i1 1e r 96) は m am m al ia n の 肝ホ モ ジ ネ -
ト 申 に N - m ethyl 化合物 の酸 化的 N位脱 メ チ ル 化 に関与す る酵素を見
出 した . こ の 酵素は micro s om e 分 直 に存在 し 97)､ 活性化 には N A I) PH
及び酸素 を必要 とす る 8う 98)99) ｡ こ の 反応は N - m ethyl 化合物 を
al dehyde 及び相当 す る低級 ア ミ ノ - 代謝す る事 が Gil let te 等 100) め
研究 で 明 らか に さ れ た . こ れ らは Ma s o nlO l)忙 よ る mix ed fu n ctio n
｡ Ⅹida se も しくは Hayaishi
102)vEよ る m o n o o xy ge ll a Se と考え られ た ｡
Te rtia ry a m in e の 最初 の 酸化体は 当初 よくわか ら夜か っ た が ､
1 9 6 4年 M cM aho n と Su11iv a nlO3)は tertia ry a min eの N 位 に あ
る m ethyl基 へ の 直接的 夜酸化 が 起 っ て N - hydr o xym etbyl 誘 導 体 を
形成す る と 指摘 した o この N - hydr o xym ethyl 誘 導 体 は 容 易 に
seco nda ry a min e へ 分 解す るo 一 方 ､ Fish等
10㊨ 及び Z iegle r と
pettit 8う は最 初 の 酸 化は窒 素原子 に起9 , N -.
oXide を生成す ると 指
摘 した 0 年 に Z iegle r と Pe t tit は 肝 mic r o s o me 系で の 3級 ア ミ ン の
2 級 ア ミ ン へ の 脱 メ チ ル 化 と同程度 の 速度 で D M Aをそ の N
-
o Xide へ
酸化する 事を示 した . これ が h わゆ る M F AO に よる反応 で ある o
一 方 ､
Ter aya m alO 5) は ア ミ ノ ア ゾ色素を用 ぃ て ､ そ の N
-
o Xi de が鉄 イ オ ン ､
he m
L
in , he m oglobin の 存在下 で 容易に非酵素的に 2級 ア ミ ン へ 変 る
事 を示 した . こ の N - o Xi de を生成 す る酵素は S KF - 5 25A ･ CO
で は阻 害が か か らず ､ これ は 明 らか に mic r o s o me 中に存在す るCyt ･
- 59 -
p - 4 50 とは 異 浸る事 が Z iegler と Pe t tit に よb示 さ れ た
106)
o この
酵素 は 1 9 72 年 に Ziegle r と Mitchel llO7)に よb藤 の 肝 よb 精 製 盲
れ ､ 分 子 内 に 1 分 子 の F A Dを含む fla vin e n zym e で ある 事 が わか っ
た . この 酵素 は晴乳類 10 8) 109)､ 鳥類 1 W)等の 肝 mic r o s o m eに 存 在 する
ばか b で を く ラ ッ ト 111)､ - ム ス ク - 1 12) の 核膜 に も存 在す る .
M F AO の 生体 内で の 機能 は ､ 壇ず第 1 に cy ste am in e を cys ta min e
に ､ も しくは glutathio ne を glutathio n edis ul fi de に酸化 す る 事
に よb , 蛋白質 の s - s bo nd の 再 構成に 関与 して 高次構造を保持す
る事 が あげ られ る 1 13) o さ らに薬 物.
1 1 4)115)
､ 発癌剤 116)1 17) の 代謝 に関
与 する ｡ 外因性 の 化合 物の 場合そ の 酸化は ア ミ ノ 基 も しくは - S H基 に
起 る . 3級 ア ミ ン は N
.
-
o Xide を生成す
.
る事 は前 に も述 べ た が ､ 2級 7
ミ ン 及び 1 級 ア ミ ン で は N位 の 永酸化が 起 こ る 1 18). 壇 た - SH 基 は ､
- s o
-
基 へ と 酸化され る 119).
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第 1 節 M ix ed fu n ct io n amin e o xida s eの 精 製
M FA Oは現在ま で 豚肝 mic r o s o m eよD精 製 され た の み で あ る ｡ 発
癌過程 に お け る代謝活性化 に 関与す る種 々 の酵素 の 役割 を調 べ る為に ､
発癌剤 の m utatio ll a S S ay ､ 発癌実験 ､ 生体高分 子との bind in g ､ 代謝
活性 化が 調 べ られ て ぃ る が ､ これ らはほ とん どが ラ ッ ト , マ ウ ス 等 の 小
動物 で 行われ て h る . 特 に ア ミ ノ ア ブ色素 の場 合 Spragu e - I)awley 系
ラ ッ トか ､ D on ryu 系 ラ ッ トが 用 ぃ られ て h る o 種 身 の 代謝に お h て種
差､ 系統差 が存 在す る 事 か ら
43) 代謝 と毒性発現 を考え る 上 で 同 一 の 動
物種 督用 ぃ る必要 が ある . アミノアブ色素の場 合 ､ Spr agu e - Da wley 系
ラ ッ ト を用 h る の は そ の 点 で 適当 と 思われ る . しか し凌 が らラ ッ トか ら
の M F A Oは前章 に も述 べ た よ うに Ziegle r等 9 3) の 方法 で は ､ そ の 不
安定性か ら精製 で き 夜 か っ た . そ こ で ラ ッ トか らの M F A O の 精製 を行
h ､ こ の 酵素に よる 代謝 - の 寄与 を調 べ る必要が ある .
N A I)P H- depende nt 夜 fla vin 酵素 で ある N A D P H- Cyt･ P -
450 Redu cta s e(fp T)は 2
′
, 5
′
- A D P Sephar o se 4 Bを用 h て 容
易に精製 で き る事 か ら 120)､ 本酵素も 2
′
, 5
J
- A 】)P Sepha r o s e4 Bを
用 ぃ て 精 製が 可 能 と考え られ る o
〔方法〕 第 2 葦第 1 節 にも示 した よう に ､ M F A Oは P B やM Cに よ
D 誘導され 覆 ぃ ばか bか阻害が か か る の で ､ 無処置 の Spr agu e
- I)a wley
系雄性 ラ ッ ト( 体重 12 0夢 前後 ､ 5 週令 ) を用 h た o M F AO 活 性 の
測定法は 第 2葦 に 記 した o Sod iu m dode cyl Sul fate(S D S)
-
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polya c ryla mide gel ele ctr opho re sis(P A G E)は Laerr ml i
121) の
方法 に準 じ ､ s a mple は SI)S と混 和 した後 に加 熱せ ず に泳動 した ｡ 泳
劫後 l 0啓酢酸 - 4 5 多 メ タ ノ ー ル で 2 - 3時 間蛋 白を固定 した 後に ､
o. o 4啓 c o o m a s sie bril lia nt b lu e R - 2 5 0の 1 0飾酢 酸 - 4 5 飾
メ タ ノ ー ル 溶液 で 一 晩染 色 し ､ 1 0 啓酢酸 - 1 0啓メ タ ノ ー ル 溶液 で く
D返 し脱染色を行 っ た .
〔結果〕 可 溶化及び 精製はす べ て 4 ℃ 以 下 で 行 っ た ｡ 可 溶化剤 は ､
s odiu m cholate の 様 夜 io nic deterge nt で は阻害 され る の で 93)､
n o rlio nic dete rge nt を用 h る 必要 が ある o こ の 点 を含め 可溶 化剤を
検討 したが ､ T rito n x 1 1 0 2: T riton x - 4 5: Trito n x - 4 5
s u c cin ate - 5 ‥ 4 ‥ 1 の 混合液 よD 優れ た 可溶 化剤は見 つ か ら夜 か っ
良 . しか し こ の 方法 で も上清 へ の 回 収率 は 低く ､ 不溶性 分 画 に ほと ん ど
活性が 夜 h 事 か ら､ 適 当 夜 安定化剤 を用 h る 必要性 が考え られ た ｡
Table 3 - 1 に 2 0藤 glycerol の可溶化に対す る影響 を示 した . 2 0
藤 glyce r ol が存在 し夜 h場合 に は上清 へ の 回収率 は 5 5 多 で あ るが ､
2 0啓 glyc e r ol が 存 在 した 場合 に は 回収率 は 9 5多以上 で あ っ た . そ
こ で 可溶 化､ 精 製に対 し特に こ とわ ら恵 山 か ぎb buffer に は 2 0啓
glyc e r ol ､ 1 mM E I) T A､
.
1 m M dith iothreitol(D T T) を加
え た . M ic r o s o m eを 2 0 - 2 5野 / 珊Bに 覆 る様 に 5 0m M の Tris -
HC!l buffer (pH 7. 5) に su spe nd し ､ 最終濃度が 1 蕗に 怒 る様 に
Trito n 混液 を加 え 3 0分 間捜拝 した後 に ､ su spe n sion lO OnLe当 D
5 0 野 の prota min e s ulfate を加え 2 時間､ 7 8,0 0 0㌢ で 超 遠 心分
- 62-
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離 した . そ の 上清 をあ らか じめ 0. 2 藤 T rito n x - 1 0 0を含ん だ50mM
Tris - H C l buffer(pH 7.5) で 平衡 化 した D E A E - Sephar o s e
c L - 6 B(2. 6 × 2 6cm)に か けた o F ig3 - 1 に 示 され る様 に M F A O
はす べ て v oi d v olu me に溶 出され るばか Dで 夜 く 2 つ の peak にわか
れる . しか し凌が ら2番 目 の pe ak は 蛋白分解 酵 素 阻害剤 で ある
phe nylm etha rl e S ulfo nyl flu o ride(PM S F) の 添 加VCよD 消失 し
た . Buf fe r の pH を書 らに 8. 0 に 上昇 さ せ た が ､ M F A O は 吸着せず､
pH を 8. 0七 buffer の 濃匿 を 2 5mM に低 下 させ る と吸着 した . しか し
凌が ら c olu m nフからの 回収率 は極端 に 低下 し約 3 0啓で あ っ た ｡ そ こで
buf fe r の 濃 度 を5 0mM ､ pH を 8. 0 に して is olc r actic 溶 出法 に よD
溶 出させ た (F ig3 - 2) . Iso c ra ctic 溶 出の 場合大量 の 試料を扱う時
c olu m n v olu m eが 大き h 事が 必要 夜 た め
■
I)E A R- Sephar o se C L-
6 B(5× 3 0c2n)を用 h た o 0. 2帝 T rito n x - 1 0 0含有 5 0m M Tris
- HCl buffe r( pH 8.0)で 溶出 さ せ る と fr 5 8- fr 8 0にM F AO が
溶出 され た o こ の M F A O活 性の 高 h 分 画 (fr 6 0 - fr 6 9) を集め最
終濃 度が 5 pM に 怒 る よう に F A Dを加 え diaflo m em br an e(P MIO)
で 4 0mB以 下 に濃縮す る .
これ を こ の ま ま 2
′
, 5
′
- A D P Sepha r o se 4 Bに の せ て も半分 以上は
吸着 せずに溶 出さ れ るo そ こで 2 0帝 glyc e r ol , 1 mM E I) T A･ 1mM
I)T Tを含 んだ蒸留水を加え Tris - HOl buf fer 濃度 を 4 0m M に低
下 さ せ､ これ を 2
′
, 5′ - A D P Sepha r o se 4 B(1･ 6 × 1 0c仇) に 吸 着
さ せ る . Colu m n v olu m e_
の 5倍容以上 の 1 mM I) T T, 20蕗
glycer ol, 0. 2 虜 Trit o n x - 1 0 0含有 5 0mM Tris
- H Cl buffe r
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(pH 8,0)で 充分 洗L^ 不要 夜 蛋 白及 び E D T Aを除き､ 充 分洗 っ た後 に
上 記 buffe r と 5 mM の 2
′
- A M Pを含 んだ上 記 buffe r各 1 0 0nBと で
1irl e a rgr adierlt を作製 し溶 出 した (F ig 3 - 3)0
M F AO の フ ラ ク シ ョ ン を集 め ､ 2 5m M のpo ta s sitl m Pho sphate
buf fer (K - P buffer ) ( pH 8.0) で平衡 化 した hydro xylap atite
c olu m n(1･ 0 × 4cnl)に 吸着 させ た後 ､ 2 0帝 glyc erol, 1 mM I) TT
o. 2 帝 Triton x - 1 0 0含有 2 5 mM K- P buffe r(p H 7. 0)で 洗
ぃ colu mll の pH を替 る . そ こセ5倍容以上 の 2 0藤 glyc er ol, 1 mM
D TT , 0･ 2 飾Trito n x - 1 0 0含有 4 5 m M K - P buffe r(pH 7.0)
で 洗 ぃ ､ 続 h て buf fe r の 濃度 を 6 0m M に上昇 させ て溶 出さ せ た(F ig
3 - 4). これ に よ DM F AO は S D S - P A GEで 見 る か ぎD 単一 の
pr otein ba nd を示す (Fig 3 - 5) o S工) S - P AG Eで の 分 子 量 は
F i▲g 3 - 6 に見 られ る様 に約 59,0 0 0 であ っ た . こ の 時 の 此 活性 ､ 回 収
率を table 3 - 2 に示 す . 恒】収率 は約 1 5啓あE) ､ 此活性 披 mic r o s o m e
に 比 べ 3 5 0倍 に 夜D 4 3 0n m ol/野 /m血 で あ っ た o
〔考察〕 z iegle r等 9 3) は豚 の 肝 よ 卯慧ぼ 同程度 の 回攻率 で M F A O
葱得 て h る . しか し彼等の 比活性は D M A 督基質と した場合 10 4 0n m ol
/ m5/m由 107) 夜 の に対 して ラ ッ トか らの 酵素 は 4 3 0n m ol/7W/m血 で あ
D比活性 に 大 き夜差 が あ っ た o 一 方 ､ 分 子量は 豚 で 6 0,0 0 0 であ カ は
C雷同 ⊥ と考え られ る . ラ ッ ト の 酵素 は不安定 で あD ､ 豚 の ように安定 化
剤 覆 しで の 精製 は不 可 能 で あ っ た ｡ 壌 た D E A 玉ト Sepharo se () L-
6 B に か けた時 ､ 2 5mM へ とイ オ ン 強度 を低下 さ せ ると 回収 率が 低下
- 67- .
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する事 か ら ､ か 夜 bイ オ ン 強度 に対 して 敏感 で あ る o Ya s ukochiと
M a ste r s12 0)は N A D P H- Cyt. P
- 4 5 0 Redu cta s e の 精 製 に
2′, 5
′ -A DP Sepha r o s e 4 Bを用 h て h る が ､ これ は著者 の 場合 も
同様 に M F AO の 精製 に非 常に有効 で あ っ た o この c olu m n は N A D P＋
- depe nden t 凌 酵素 に対 し強 h af finity を持 っ て h る の で ､ こ の 様 夜
酵素の 分 離に は 適 して ぃ た o 覆 お本 酵素は - 2 0℃ で 保 存 す るか ぎb 少
夜 く とも 6 ケ 月 間は 活性の 変化は見 られ 凌 か っ た ｡
- 73 -
第 2 節 M ix ed fu n ction a min o xi da s eに よ る 14o - 4 -
dim ethyla min o a z obe rl Zerl e及 び 14C - 4 - m ethy卜
a min o a z obe n zene の 代謝
ラ ッ ト の M F AOを用 ぃ て ア ミ ノ ア ゾ色素 の 代謝 を調 べ た 研究はぜ だ
覆さ れ て h
-
夜 h . そ こ で ア ミ ノ ア ゾ色素の 代 謝体を H P L (〕で 分 離 して
定量法を確 立す ると共 に , M F AO に よ る 14C) - D A B及 び 14 C - MAB
の 代謝体 をM O mic r o s o m e系 の 場合と 比較 した o
〔方法〕 N A I)P H 0. 5 m M , MC mic r o so m e 0. 1 2b5 も し く は
M F A O l u nit(1 n m oI D MA N- o xi de fo r med/包血) ､ に基質を
5 0FLl のメ タ ノ ー ル に溶解 し最終濃度 0. 1 mM に 怒 る よう に調整､ 以
上 を 5 0m M Tris - H (〕1 buffe r( pH 7_ 5 ) に溶解 さ せ 1 neと した .
こ の in c ubatio n m ixtu r eを 3 7
.
C で 1 0分 間in cuba te した後 に 2nB
の ben z e n eで 2 回抽 出 し､ ben z e ne 層 を真空甲で 乾燥 した ｡ 残澄を100
fLl の メ タ ノ ー }t, に溶解 し ､ 9 0FL l を H PLO で分 離定量 した . 分離
法 は 5 5虜メ タ ノ ー ) i, で 1 分 間流 した 後に ､ 5 5飾メ タ ノ ー ) i, か ら9 0
啓メ タ ノ ー ル ま で 3 2分 間の 1inea r gr adient に よb m e tabolite を
溶 出さ せた . 流量 は o. 8 nlB/ ぬ であD ､ 溶出液は 3 0 秒づつ 回収 し ､ そ
の 全 量を液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 定量 した .
14C - I) A B(1･4 m Ci/m m ol ) はNe w Eegla nd 由u clea r, C o. Ltd
よD 購入 した o 14( トMA Bは 14C - a nil in e塩酸塩 (5. 9 m Ci/rr mol)
をNew Engla nd Nu cle a r, Co. Ltd. よD 手に 入 れ 第 1 章第 2節 に示
- 74-
した方法に よD合 成 し ､ H P L Cに よD分離精 製 した o
〔結果〕 M C mic r o s o me に よる
14C - D A B のm etabol ite の 分 離
パ タ ー ン を F ig 3 - 7 に 示 す . Pe ak a (retentio n tim e(
-R T)‥ 4
血 ), pe ak b(R T: 1 4ぬ ) はま だ 同定 で き てL^ 夜 h o Pe ak c
(R T: 2 4孤血) はN - O H - A B, pe ak d(R T: 2 7m血) は4
′
- O H-
M A B, peak e (R T: 3 0m血) 壮A B, peak f(R T: 3 2m血) は
N - OH - M AB , pe ak g (R T: 3 4血
.
) は 4
′
- OH - DA B, pe ak
h
,
(R T: 3 7血 ) はM AB と 同定 さ れた o pe ak k(R T: 4 4血 )壮基
質のi)A B であ る . Ⅰ) A Bの m etabol ite の う ち a z o還 元 に よ る 代 謝
体は R T: 2 0血 ま で に溶 出され る が ､ be n z en e で は抽 出 で き 夜 か っ
た . 一 方 ､ 1 u nit の M F A O によ る 代 謝体は Fig 3 - 8 に示 す よ うに
ほとん ど検出さ れ 夜 h . しか し凌が らM A B(pe ak h)とI) A B(pe ak
k) と の 間 に 2 つ の pe ak が 出現 した ｡ 本酵素 の み で は D A Bフか ら
M A Bへ の 脱 メ チ ル 化ははとん ど起 ら浸か っ た ｡
'
In c ubatio n mix tu re
中に鉄が 2 n m ol 共 存す る と Fig 3 - 9 に 見 られ る ように M A Bが 生成
する ｡ そ の 時同時 に N 1 0 H - M AB が 生成す る ｡ こ こ で用 h られ る鉄
は2 価鉄 ､ 3価鉄 の どち らで もそれ ほ ど効果は変 らず ､ Oyt･ c の 様 夜
he me に野位 した鉄 で もM A B の生成 咋はそ れほ どの 差は見 られ 夜 h o
こ の 時 の 代 謝量 を t ab le 3 - 3 に示す . M C mic r o s o me で の 代 謝 体
の 大部 分は M A B でtotal のm etabolite の 7 5啓以上 で あD ､ M A B
か らの 代謝 を考え る と prim e ring の 永酸化 よD はるか に 多く ､ prim e
rin g の 水酸化は 1 0 藤に もみた 夜 h .
一 方 ､ M F AO で の 代謝 は鉄 の
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存在下 で 壮 D AB の N位 脱メ チ }L, 化が起 b ､ 鉄 の 非存在 下 で の N位脱メ
チ ル 化に 比 べ 活性は 1 0倍以上 に 夜 る .
14C - M A Bの M O mic r o s o m eに お ける代謝 は F ig 3 - 1 0に 示すo
M A BはM (コ mic ro so m e に よD N - O H - M A B, A B, 4
′
- OH -
N A B,
一
N - O H - A Bへ と代 謝さ れ る . 一 方 ､ M F AO で は N - OH
- M A BO
-
みが 検出され ( Fig 3 - ll) ､ M A Bか らの N - O H - MA B
生成 に壮鉄 の 存 在は不要で あ っ た o こ の 時 の 代謝 量を table 3 - 4に示
す ｡
M A B のM(コ micr o som e に よ る 代謝 の 主 意 産物壮 A B で あD ､ 全体
の 8 5藤以上 を しめ る .
〔考察〕 M F AOは D M A でよ く知 られ て ぃ る ように 3 級 ア ミ ン の 場
合 按N - o Xi de を生成 し､ 鉄 の 存在 下 ､ こ の N - o Xi de 壮 容 易 に 転 移
を起 し 2級 7 ミ ン にを る o 著者 もM F AO が鉄 の 存 在 下 , I) A B恵
M AB へ と代 謝する 事 を確 認 した ｡ 一 方 ､ 2 級ア ミ ン の 場合 は鉄 の 存在
は必要 惹く ､ N - O H - M A Bを生成す るが ､ A Bへ の N位 脱メ チ }L,化
は観察 され 浸か っ た . M F A O にお けるI) A Bの 代謝 に お h て M A Bと
D A B の問に 2 つ の 不 明の pe ak が 存在す るが ､ M F AO で は D A B の
N - o Xi de を生成す る事 か ら､ こ の 写 つ の peak の う ちどち らか はD A B
の N - o Xi de の 可能性 が あ る ｡
M O microso me 申 に 壮M FA O は約 1. 2 unit/mg存 在 す る 事 か ら､
D A B のN位 脱メ チ ル 化 に お ける寄与は少 夜 h と思われ る が ､ D M Aを
基 質 に した場 合 ､ mic r o s o m eに政cyt. p - 4 5 0, Cyt. b5 等多くの
- 80-
鉄が 存 在す る 事か ら ､ mi c r o s o me に よD 生成 した D M Aの N - o xi de
は容易 に脱 メ チ }1, 化 を受けN - m ethyla ni liムe に 怒 る . こ の 事 は
mic r o s o m eに お け る M F AO の 量を充分低 く見積 る 原 因と を る はず で
あD ､ 精製 した酵素か らD A Bの 脱メ チ ル 化反 応 へ の 寄与 を定量的 に算
出する の は難 か しh . 同様に M A B の N位水酸 化 - の寄 与は定 量 で きず ､
こ れ を行 うに は mic r o s o m eで の 抗体 に よ る 阻害 を調 べ る 方が よ カ 正確
と考え られ る ｡
- 81-
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〔小指〕
1. M F AO がラ ッ ト肝 mic r o so me よD glyce rol 存在 下 ､
D E A E- S eph a r o s eC L
- 6 B, 2
′
, 5
′
- A I) P-
Sepha ro se 4 B, hydr o xy
llapatite c olu m nを用 h て 精製
で きた ｡ 本酵素の 分 子量 は豚 の 酵素 と ほぼ同 じ5 9,0 0 0 で
あ っ た が 比活性は豚 の 酵素 よ D 低く約1/2. 5 で あ っ た .
2. 精 製 した M F A Oは D A B の N- o Xi de 生 成 能 が あ D ､
鉄 の 存 在 下 N 位脱 メ チ ル 化 を起す . さ らに本酵素はM A B の
N 位水酸化 を起す ｡
ー 85-
第 4 章 各種 抗体 に よ る N 位水 酸化及 び 変異性
に 対 す る 影響
第4章 各種抗体に よ る N位水酸化及び変異原性 に対す る影響
前章ま で に M A Bの N位水酸 化には M FA Oと Oyt. P - 4 5 0の 両 酵
素が 関与す る 事 が わか っ た o Cyt･ P -
.
4 50VEは種 々 の 分 子種 が存 在 し ､
sa t o 等 王22) は ウ サ ギ肝 mi c r o s o m eよ9 1 3 種 の Cyt. P - 4 5 0を 精
製 してL^ る . ラ ッ ト 肝 mic r o s o me か ら絃Kuw aha r a等 123) , Ka m atak i
等 12 4), Ryarl等 125)が 5種 の Cyt. P - 4 5 0を精製 してt^ る . これ ら種
J& の 分子 種 は免疫 的 に区 別 出来 る も の も多く 1 26)､ 多く の 発癌剤 の 代謝
及び変異 原性は免疫 抗体 を用 ぃ てそ の Cyt. P - 4 5 0 分 子種 の 寄 与 を定
量 で き る 事 か ら 127) 128)､ M A B の N 位永酸化 へ の M F A O､ Cyt. P -
4 5 0 の関与を定量 的 に扱う に は抗体忙 よ る 阻害を調 べ るの が よD正確
で あ る o 著 者壮 P B で誘 導さ れ る m ain の Oyt. P - 4 5 0(P B.
- 1) ､
M C で誘導さ れ る rn ain の Cyt. P - 4 5 0(MC - 1)､ NAI) P HI Cyt.
p - 4 50 r edu cta s e(f pT)､ M F A O の各種抗体 を作 製 しそ の 影 響
を調 べ た ｡
- 87 -
第 1 節 N 位 水 酸 化 活性 に 対 す る 影 響
第 2 葦 ､ 第 3葦 に お L^ て M A B の N位水酸化 に 壮M F AO及び Cyt.
P - 4 5 0 が 関与す る事 が わ か っ た . こ の N 位水酸化 に 関与す る酵素を
定量的 に 調 べ る為に各種抗体を用 h , そ の fr ee r adic al 生成 及び第3
章 に 示 した H PL(コによる 分 離法 を用 h て N 位永酸化体 を定量 した .
＼
〔方 法〕 P Bに よD 誘導さ れ る m ain の Oyt. P - 450(PB - 1, lo w
spin )及 び M Cに よD誘 導さ れ る m ain の Cyt. P - 4 5 0(M C- 1,
lo w spin )の抗体 はHa rada と Om u r a の 方法 に よ9作製 した 12 9)o
F p T の 抗 体 壮Om u r aと T ake s u eの 方法に よ D 得た 130). M F AO の
抗体 紘 ウ サ ギ の fo ot pad及 び背部 皮内 に合計 4 5 0u nit の 抗原を当量
の Fr e u nd の c o mplete adju v a nt と共 に投与 し ､ そ の 1 週 間後 よb7
日 お きに 1 5 0 u nit の 抗 原を 3 回耳静脈 よb 追加免疫した . 最終投与
か ら7 日 目陀 全血採血 し､ 血清 を 2 5 - 4 5 褒飽和の硫安 分 画 し､
M FA O 抗 体 を得 た o Cyt･ P - 4 5 0及び fp Tの 抗 体 の o?chte rlo ny
d
■
o ub le di f fu sio n a n alysis 壮 H a r ada と Om u r aの 方法 に 従 っ た 12')｡
M F AO の 場合 は deterge nt を 0. 2 多T rito n x - 1 0 0に 香え て 行 っ
た . Cyt. P
- 4 5 0及び fp T の抗体 に よ る反応 阻害は ､ まず mi c r o s o me
と抗 体 を室 温 で 2 0分 間 in c ubate した 後 に ､ 基 質及び N A D P Hを加
え 3 7 ℃ で1 0分 間 in cubate した . M F A O抗体 の 場合 絃 mic rosom e
を T rito rl混 液 で 可溶化 した 後 忙抗体 と反応 させ ､ これ を 9,.
0
.
0 0牙 で
2 0分 間 遠心 分離 した後 に , そ の 上清 を用 h て 代謝 を調 べ た . B(a)p の
- 88-
永酸化は Nebe rt と Gel boin の 方法 に従 っ た
131)
o
〔結果〕 作製 さ れ た 4種 の抗体は Fig 4 - 1 a.b に み られ る ように ､
互 に c r
.
o s sし凌t^ o
M C mic r o s o m eで の fr e e r adic al 生成 に対す る fp Tの 抗体の 影
響をFig 4 - 2 に 示す . FpT 抗体で はM C mic r os ｡m e に対 し約 1 5倍
の 抗体 を加えた 場合 Oyt. 0 の還元活性を 8 5 飾阻害 した の に 3
′
- Me -
M A Bか らの free r ad ic al 生成 を 3 0褒阻 害 した だけで あ っ た o ま た
こ の 抗体は M F AO活性に は影 響が 夜か っ た . A nti - P B - 1 a nti b dy
と a nti - M (〕 - 1 a nti body に よ る阻害を Fig4 - 3に示す . A nti -
アB - 1 a nti body 壮 M C mic r o s om eに お け る B(a)P hydr o xylatio n
と同様 に 3
′
- M e - MAB よ9 の free rad ic al 生成を阻害 し恵 山 o 一 方 ､
a nti - M C - 1 a nti body は B(a)P hydr o xylatio n を90藤阻害す る
が ､ 3
′
- Me - M AB か らの fr e e radic al 生成壮 3 5褒 しか 阻害盲 れ 浸
か っ た ｡
Anti - MF AO antibody の 影響は Fig4 - 4 に示 す . 2 0啓 glyc e r ol
存 在下 で は fr e e r adic al 生成 は小 さ く定量 で き浸か っ た . 可溶イヒの 炭
階 で 2 0藤 glyc e r ol を除き anti - MF AO arltibody の 効 果 を調 べ
る と､ D M A の N - o Xi de 活性 は8 5 藤巻阻害され た . しか しこ の 可 溶
化 した mic r o s o m eは元 の mic r o s o me に比 べ 活性が 低く約 1/2 で あ っ
た ｡ こ の 条件で 3′ - Me - MAB か らの free,radic
E
al 生成は阻害されを
か っ た ｡
次 忙第 3葦第 2節 で 用 ぃ た 方法 に よD H P LC によ D m etabolite を
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分離 し ､ 各種抗体 の 効果 を調 べ た . M C mic ro so m e に お ける N - O H
- M A Bの 生成は a nti - M C - 1 a nti body に よ b 3 5 帝阻害 され る
が ､ arlti - P B - 1 an ti body で はは と ん ど変 ら恵 山 . 壇た A B の生
成は anti - M C - 1 a nti body の みに よ っ て 5 5 飾阻害 さ れた . 4
′
-
o H- M A Bの 生成は anti - P B- 1 a nti body 及び a lユti - M C - 1
an ti body の 両者 で そ れ ぞ れ 2 0 藤 ､ 3 5多阻害 さ れた o ま た N 1 0 H
- A B の 生成は a nti - MC - 1 a ntibody で完全に阻害 され た(table4 - 1).
P B mic r o s o m e･ に 対す る 各種抗体 の影 響を tab le 4 - 2 に示 す .
Anti - P B - 1 a nti body で は 隠と ん どの 活性 をお さえ られ 浸か っ た .
一 方 ､ an ti - M C - 1 anti body で の 阻害壮 N - OH - M A R, A B,
4′ - OH - M A B の生成 に対 し若干 の 影 響をあたえ る が ､ そ の 効果 は ､
M C mic ro s o me の 時 よD も 弱h o
無処置 の mic ro s o m eで は a nti - P B - 1 a ntibody , an ti - MC -
1 a nti body 共 に M A B の N位永 酸化を阻害 し貴か っ た (table 41-
3) o ま た N - O H - A B の生成 に 対 して も こ の 雨抗体に よ る 阻害は同
程度 で あD 約5 5飾阻害 した . M A.B のprim e ring の 水酸化 ､ N 位
脱メ チ ル 化 に対 して は arlti - MC - 1 an ti body の 方が よD強t^ 効果
を持 っ て ぃ る .
〔考察〕 3
′
- Me - M ABフからの fre e rad ic al 生成 に 対 しM F AO抗
体が 阻害効果を示 さ 浸か っ た の は可溶化段階 に おける M FA O の 失活 に
よD ､ mic r o s o me 中 で の fr e e radic al 生成 がみかけ上 Oyt. P - 4 5 0
だけが 関与す る反応 に 夜 っ た 為 と思 われ る . Anti - fp T a ntibody に
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よ る fr e e r adic al 生成阻害は 3 0褒 で あD ､ a nti - fp T a ntibody
が Cyt･ P - 4 5 0 の電子伝達 系の to tal a ctivity を阻害する事 か ら132),
mic r o s o m e中に お ける Cyt. P - 45 0 系 の 関与壮 3 0 藤巻匿 と思われ
る o これ は an t
,
i - P B- 1 anti body に よD 阻害され ず ､ anti - M (〕
- 1 a nti body に よ っ て 3 5帝阻害さ れ る辛か ら ､ M O mic r o s o m e
中にあD ､ M A Bの N 位水酸 化に 関与す る の はM Cで 誘導 さ れ る Oyt.
P - 4 5 0 (M (〕- 1 ､ lo w spin )で あ る . こ れ 壮同様 に H P LO に よ
る 分 離定量か らも示 唆 され た o
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第 2 節 変 異 原 性 に 対 す る 影 響
第1 葦第 4 節に 述 べ た様 に m uta tio rlfr equ e n cy と D A B誘導体の
発癌性は相 関す る ｡ - 方 ､ 代謝 の う ち ､ M A B の N位水酸化速度がそ の
発癌性と 相 関 し ､ こ れに 関与す る 酵素 の 同定 ､ 定量を前節ま で に報 告 し
た o そ こ で ア ミ ノ ア ゾ色素の m utatio n に関与す る 酵素を定量 し ､ 発痛
過程 に お ける m utatio n の 役割 を考 察す る ｡
〔方法〕 S - 9に抗体を 加 え 3 0℃ で 2 0分 間 in ctibate す る ｡
In c ubate 後 ､ 発癌剤 ､ s alm o n el la T A 9 8奇 加え第 1 葦第 4 節 の 方
法 で m utatio n fr equ e rl Cy を定量 した o
〔結果〕 F ig 4 - 5 に 示 さ れ る よ う 忙 a nti - f p T a nti body に よ D
D A B, M AB , 3
′
- M e - D A B･ 3′ - Me - M A Bの m utage nicity
は 9 0 帝前後 阻害さ れ る o こ の 阻害は a nt 卜 M C- 1 a nti body に よ b
同様 に 強く現れ ( 8 9 - 9 7啓)( F ig 4 - 6)､ a nt 卜 P B- 1
a ntibody で 壮は とん ど阻害さ れず D A B, M A B, 3′ - M e - D A B,
3 - Me - MA B でそ れぞれ 2 0虜 ､ 5 帝 ､ 8 多 ､ 1 0藤で あ っ た .
〔考 察〕 ア ミ ノ ア ブ色素の 変異原 性 にお ける代謝活性化は a rlt 卜 fp T
antibody , a nt 卜 M ( ト 1 a ntibody の 結 果か らほと ん どM C で誘導
さ れ る m ain の Cyt. P 1 4 5 0を経 由 して h る と考え られ る .
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〔小括〕 ア ミ ノ ア ブ色素 の 発癌過程 で の 代謝活性化に お ける
MA Bの N 位水 酸化 に 関与す る酵素はM F AO が 血ain で あD Cyt. P -
45 0は min o r で あ る ｡ 特に M C で誘 導さ れ る Cyt. P - 4 5 0 を経 由す
る pathw ay を持 つ に もか か わ らず ､ M C mic r o s o m e系 で す らCyt.
fL 450 のN位水酸化 - の寄与は40感以 下 で あっ た . - 方 , ア ミ ノ ア ゾ 色 素
の変異原 性 は完 全 に Cyt. P - 450にdepe ndした反応 である尊から､ ア ミ ノ ア
ゾ色素 の 変異原性 の 活性化 壮発癌性 の そ れ と は別 の 経路 を通 っ て ぃ ると
考え られ る ｡
Ha shim ot o 等 13 3) は A Bが S - 9存 在下 変異原性 を示す 事 を見 出 し
て お D ､ 壇 た N - O H - A B が N - O H - M A Bと 同様 に弓卓h 変異 原性
を示す事 134) 13 5)136) や a nti - M O - 1 aJlti body で 完 全 に阻害 さ れ る
の はN - O H - A B以外に 夜か っ た 事 夜 どか ら変異原 性 に 関与す る
ultim ate fo r mは N - OH - A B であ る と考 え られ る .
- 103-
蘇結コ ヒ早第
第5章 結 論
1. ア ミ ノ ア ブ色素 の 発癌性 と 2級 ア ミ ン の N 位永酸化速度 が きれ h 夜
対応 関係 を示 し ､ N位水酸化体生成 が ､ 発癌反応 め律速 で あ る こ と ､
怒 らび に発癌に必要 夜 N位水 酸化体 の 生成量 に は聞値 の 存 在す る事
が わか っ た o 一 方 ､ 発癌性と 変異原 性と の 間に も平行 関係が 見 られ
た が ､ 活性化 に 関与す る 酵素が異 る 事 か ら ､ こ の 平行 関係披見かけ
上 の もの で あD ､ 変異原性 の 場 合に は 1 級 ア ミ ン の N位水酸化が 主
要 を活性化 経路 で ある こ とが わか っ た o 従 っ て 変異 原 性と 発癌性 の
イ = シ エ ー シ ョ ン が 密接 に関連す る と h う ー 般則は 7 ミノ ア ゾ色莱
に つ h て 壮正 しく 夜 h 事が わか っ た ｡
2. ラ ッ ト肝 よD 初め て M F AO 菅精製す る事 に成功 した . これ 仕分 子
量 5 9, 0 0 0 であD 豚の M F AO と ほぼ 同程 匿 で あ っ た が ､ 豚 の
M F AO に比 べ て著 しく不安定 で ､ こ の 事 が今 ま で 本酵素 の 精製 が
で きをか っ た 理 由で あ る . M F A Oは 3級 ア ミ ン の N
-
o Xi de 生成
に関与 し､ 鉄 の 存 在 下 容易に転移反応 を起 して ､ 2 級ア ミ ン と 怒る o
さ らに M F AO は こ の 2級 ア ミ ン の N 位永酸化に 関与す る事 が わ か
っ た ｡
3. 従来 ア ミノ ア ゾ色素 の 2級 ア ミ ン の N位永酸化披も っ ぱらM F A Oの み
によると されて きたが ､ 阻害薬 と抗体 に よ る阻害実験 の 鮭果MFAOと
抄t. P - 4 50の 両者が関与する事が 明らかにを っ た o この 場合, Cyt･ P
-
4 5 0の うち､ P B誘 導型の Oyt. P - 4 5 0は全 く関与 せ ず ､ も っ ぱ ら
M C誘導型 のみ が 関与す る事 も明らか に 怒 っ た .
- 105 -
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掲 載 雑 誌 日 銀
第 1 葦 第 1 節 の 内 容 壮 B io che mic al P ha r m acology j迫, 5 57-
56 0(1 9 7 9) に 下 記の 表題 で 掲載 さ れ た も の で あ る .
Nitr o xi de Radic als Ge n e rated fr o m Ca r cin oge llic Amin o a z o
Dye s Du ring Their Metabol is m in viv o and in En zy m atic
Syst em in vitr o .
第 1葦 第 2節及び 3節 の 内容は Ca r cin ogen e sis 旦 , 1 3 9 3- 1 3 9 6
(1?=8 2) に 下 記 の 表題 で 掲載 さ れた もの で あ る .
L
A , ･
A (っo r r elatio n of the Ra te of N- Hydr o xylatio n of A min o a z o
Dye s with their Ca rcin oge nic A ctivity in the Ra t.
第 2章 の 内容 は Gan n ヱ蔓, 55 - 6 2(19 8 2) に 下 記 の 表題 で掲載 さ
れ たも の で あ る ｡
N - Hydr o xyla tio n En zy m es of Ca r cin oge nic Am ino az o
Dye s : A Po s si b le I血 V OIv e m e nt of (コyto chr o me P
- 4 4 8
第 3 章 の 内 容 は B ioche mic al a nd B iopbysic al Resea r ch
co m m u rlic atio rl S 11 0, 6 4 0- 645(1 9 8 3) に 下記 の 表題 で 掲載
され たもの で あ る ｡
Pu rif ic atio n of M ix ed - F u n ction An ine Oxi da s e fr om Rat
L iv er Micro s o mes
- 107-
第 4葦第 2飾 の 内 容壮 Bio che mic al a rid B iophysic al Re se a r ch
C o m m u nic atio n s ぶ迫 , 16 4 - 1 6 9(1 9 8 2) に下 記 の 表題 で掲
載 盲れ た も の で ある .
Pa rticipa tio n of T he Mic r o s o m al Ele ctr o n T r a n spo rt System
in M u tage nic Activ atio n of 4
- D im ethylamin o a z obe n z e ne, 4 -
M ethyla mill O a Z Obe n z e ne a nd T heir 3
'
- M ethyl - D e riv ativ e s.
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